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@ Arrnoimittal zur Behandlung des zontrelen Narvensystem6 

<§) Erfirtdungsgem&fi varwandet man eln Toxin aus dar 
Gruppa Joro SpWer Toxin (JSTX), Spider Toxin NSTX und 
Arglofoxln zur revarafbtan Hammung odor Varlangaamung 
dar Qtaarnotiriduztorten aynaptfcchan Erraflungaflbartra- 
$ung im rantralen Nervansyatam von SSugarn odar JSTX zur 
prtarmekotogfschen Unta/schatdung varaehladanar Umerar- 
tan von Glutamat-Razaptorkanalan vom AMPA/Kafnat-Typ 
und zur pharmokologlschon Hammung hooh Kalrlum-per- 
maabtar AMPA/KA-RezeptorkanSle. Efn Arznolmittel zur 
Bahandiung von Erfcrankungan daa zantrafen Nervenayatemfi 
amnWt a(s wlrfcsamaa Agana JSTX NSTX odar/und Argloto- 
xln zuaamman mft Gbtichan pharmazautfaohen Trfigor- und 
HirfMtoffan. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung eines Toxins aus der Gruppe Joro Spider Toxin (JSTX), Spider Toxin 
NSTX und Argiotoxin zur reversiblen Hemmung oder Verlangsamung der glutamatinduzierten synaptkehen 
ErregungsObertrBgung sowie eln entsprechendes Arzneimittel 

Die synapttsche ErregungsQbertragung im zentraten Nervensystem von Saugetieren (CNS) wind Oberwiegend 
dureh Glutamat-RezeptorkanSIe vom AMPA/KA-Typ (a-Amino-Hydro3ty-$-Methyl-4-lsoxazo1propionaiyKai- 
nat-Typ) vermiltelt(Coirmgridge,G.L.und Bliss T.VJ». (1 987), TINS 10,(1987), 288; Mayer, M.L,und Westhrook, 
G,U Prog. NeurobioL 28 (1 987), 1 97-276; Monagban et aL, Annu. Rev. Pharmacol. ToxicoL 29 (1 989X 356-402). 
Es wurdc nun kQrzJich festgestellt, dad verschiedene neurologische Krankheiten, wie z. B. Parkinson'sche 
Krankheit und Alzheimefsehe Krunkheit (T. Klockgether, U Turski, T. Honore, 7M. Zhang, D.M. Gash, R 
ICuriftO und JT. Greenamyre, Ann. Neurol. 30(5), (1991* 717; PA. Loschmann, KLW. Lange, M. Kunow, KJ. Rettig. 
P. Jahnig, T. Honore. L Turski, H. Wachtel, P, Jenner und CD. Marsden. I Neural. Transm. Park. Dis. Dement 
Sect 3(3), (1991V 203; IX Dewar, DX Chalmers, A- Shand, D.I. Graham und J. Mc Culloh, Ann. NeuroL 28(6), 
(1990X 805; P.J. Harrison, AJ. Barton, A. Majlerahim und RC Pearson, Neuroreport 1(2), (1990), 149) oder einige 
Arten von Epilepsie (J W. McDonald, EA. Garofalo, T. Hood, J.C Sackellares, S. Gilman, RE. MeKeever, J.C 
Troncoso und M,V. Johnston, Ann. NeuroL 29(5), (1991) 529; DA. Hosford, aj. Grain, TL Cao ( D.W. Bonhaus, A.H. 
Friedman, M.M. Okazaki, J.V.NAdler und J.O. McNamara, J. Neurosci 11(2), (1991), 428; R. Dingledine, CJ. 
McBam. J.O. McNamara, Trends PharmacoL Sci 11(8), (1990) 334; SJC Pedder, R.L Wilcox. J.M. Tuchek, D.D. 
l^JX^J 111- \ D ' Crawrord * Eur - 1- Pharmacol 175(1), (1990)) ebenfalls mil Glutamat-Rezeptoren vom Typ 
AMPA/KA verbunden sind So wurde bereits von Difazio ei at, Neurology 42(2) (1992), 402, eine Untersuchung 
vernffentlkht, die eine Behand1ungsm6glichkeit der Parkinson'schen Krankheit rait AMPA/KA-Rezeptor-Anta- 
gonisten belegt r 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, als Arzneimittel geeignete weitere Antagonists der Glutamat- 
RezeptorkanJle vom AMPA/fCA-Typ bereitzustellem Solche Antagonisten sollten dabei moglichst auch spezi- 
fcchfOrbwtimmteRezeptorkan&lesein. 

Im R«hmen der vorliegenden Erfindung wurdc festgestellt, daO Joro Spider Toxin (JSTX), das Toxin der 
Spinne Nephlla davata, sowie die nah verwandten Athropoden-Toxine NSTX und Argiotoxin als Antagonisten 
der synaptischen ErregungsQbertragung und von Glutamat-verroittelten Sir&men in verschiedenen Typen von 
Neuronen (Kawai, N. Miwa, A,Saito, M, Pan-Hou, H-S, Yoshioka, J. PhysioL 79, 228-231 (1984); Kawai. N 
Njwa, A : Abe, T, Brain Res. 247. 169-171 (1982); Kawat, N„ J. Toxicol.-Toxin Rev. 10 (2), 131-167 (1991); 

^^;.!^ a h Kiskini N U K| J uchko » Knshtal, OA., Tsyndrenko, AY, Neurossci, Letters, Vol 79. 
mm A ; ^ l ah ^ Y, Ji iw *' ^ ^azaki, Najima, T. Kawai N, Brain Res. 481, 16-24 

(19B9); Ajima, A, Hensch, T^ Kado, R-T, Ito, M, Neurosci Res. 12, 281-286 (1991); Usherwoood, RJMR. 
Excitatory Amino Acids, New York (1991)) wirken und dabei Kainat-vermittehe Reaktionen verschiedener 
untereinheiten einesm Xenopus Oocyten exprimierten Glutamat-Rezeptorkanals blockierea Die reversible 
BIocKierung durch JSTX, NSTX und Argiotoxin ist spezifisch fttr Untereinheiten bzw. Untereinheitskombinatio- 
nen mU einer rektifizierenden Strom-Spajmungsbeziehung, namlicb GluRl, GluR3, GtuR4 und GluRl X Diese 
Untereinhaten oder Untereinheitskombinationen sind stark kalziumperroeabeL 

Die Btockierung erfolgt bereits bei submikromolaren Konzentrationen der erfindungsgemaB verwendeten 
Toxrne in den durchgefQhrten Experimemen. Es *ut auflerdem festgestellt worden. daO eine Verandcrung in einer 
emzigen Amtnosaure in der membrandurchdringenden Region M2 der RezeptorkanaJe (Hollmann, VL, O'Shea 
Greenfield, A. Rogers, Hememann. S, Nature 3«. 643 (1 989); Boulter, J, Hollmann, M, O'Shea-Greenfield, 
a. Hartley, M, Deneris, E, Maron, C Heinemann, S, Science 249, 1033 (1990); KeinSnen, IC, Wisden, W 
Sommer, B. Werner, P, Herb, A, Verdoorn, TA, Sakmann, B, Seeburg. VJH^ Science 249, 556 (1990); NakanbhL 

~ xuu% ^iS' ^ ron 5 ' 569 " 581 Dctllcr . Egebjerg. J n Sharma, G n Herraans-Borgmey- 
er, U Moll, C, Stevens. CF, Heinemann, S, Neuron 8, 257-265 (1992); Egebjerg, f. Bettler, a Hermans^ Bor4« 

Sff iiSL n ^ W ™ er ^ ndc ™ n ^ der Blockierbarkeit durch die Toxine ftthrt Auch die KaWumpeW 
S^.?^^^ °^ W 2^» d0 Wrtung von JSTX. NSTX und Argiotoxin ist reversal und nicht 
kompetiuv gegenflber Kainat im Hmbhck auf die Bindungsstelle des Antagonisten. 

^n^r?^rS^ ^rliegenden Erfindung ist daher die Verwendung eines Toxins aus der Gruppe Joro 
Spider Toxin (JSTX), Spider Toxm NSTX und Argiotoxin zur Hemmung oder Verlangsamung der glirtamat *m- 
SfE r,en ^.f tl ?? cn ^ ffun^Qbenragung im zentralen Nervensystem von SSugera Aufgmnd ihrer Spezifi- 
m iy spezielle Untereinheiten oder Untereinheitskombinationen von Glutamat-RezeptorkanUen sind die 
errmdungsgemflO verwendeten Toxine klinisch wertvoUe Arzneistoffe, die es ermfiglicheo, die Erregungswir- 
kwng m spezlfischen neuronalen Populationen des zentralen Nervensystems zu reduzierea 
S^SKSrv? d 4 F Brfin*w« & Verwendung eJnes Toxins aus der Gruppe Joro 

n£ i? J > < ISTX V S P ider ^oxin NSTX und Argiotoxin zur pharmakofogischen Unterscheidung versSiede- 
thi^Kv!! V?n ^ Iut ^ Rezc P tor, «^^n vom AM PA/KA-Typ. Aufgnmd der Spezifitfit fOr bestimmte 
UJieremheiten wie oben bereits ausgefuhrt kdnnen JSTX NSDC und Argiotoxin auch bei der Erforschung und 
Charaktensierung weiterer Rezeptoren Anwendung fmden. 

m£l5nS^ AMPA/KA-Rezeptorkomplexe hangen emscheidend von ihrer Zusam 

S g * us c V Dtcre ^^i en ab (M. Hollmann et aL Nature 342, (1989), 643; Hollmann, M, Hartley, M, und 

die "nppnM! GluR2 emhalten, eine Bneare SMmspan- 
nirngstKnehungzeigcn und cine nlcdngc Kalzlumpermeabilitat aufwe^en, wogegen rekombinante Rezeptoren. 
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welche hergestellt wurden aus den Untereinhetten GluRl und GluR3 oder die Untereinheiten-Kombinaiion 
GluRl .3 cine nach innen rekrifizierende Stromspannungsbeziehung aufweisen und eine hohe Permeabilittt fQr 
KBlztumionen zeigen (Egebierg, J. Bettfer. B, Hermans-Borgraeyer, I. und Heinemann. S. Nature 351 (1991Y 
745- 748; Hume, RX, Dingledine, R. und Heineraaroi. S, Science 253. (I991>, 1028- 1031 ; Bumashev, N Manyer 
H, Seeburg, P. und Sakmann. B, Neuron Vol 8 (1992* 189 19B).Trote dieser starken Funktionellen Unterschiede 
and alle Unteremheitskoinbinationen der AMPA/KA-Rezeptoren sehr sensitiv gegen Chin xalindi ne, z. B. 
6-Cyano-7-Nitroquxn xalin-2^-dion, CNQX, die am besten bekannten spezifischen Antagonisten der glutama- 
tergenen synapnschen ErregungsQbertraBung im Gehim (T. Honore, SJN. Davies. J. Dreyer. EJ Fletcher P 
Jacobsoiv D. Lofge und F.E Nielsen, Science 241, (1988), 701). Demgegenflber ermdglicht die Verwendung von 
JSTX als Antagonist eine Umerscheidung der verschiedenen Rezeptoruntereinheiten. 

Im Rahroen der vorliegenden Erfindung wurde also festgestellt. daO JSTX. NSTX und Argiotojcin poteme 
unteremheitsspezifische Antagonisten fflr verschiedene AMPA/KA-Rezeptor-Umereinheiten bzw. Unterein- 
heitskombtnauonen und zwar von hoch Kalzium-permeablen Rezeptorkanalen sind Sie binden mil hoher 
A woi ^ a J l « nC StdI ! des . R « e P t orkomplexes, die verschieden isi von der Bindungsstelle von klassischen 
AMPA/KA-Rezeptor- Agomsten, wie Kainat oder Glutamat. 

Em weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher die Verwendung eines Toxins aus der Gruppe JSTX. NSTX 
und Argioioxm zur Hemmung hoch Kalzrom-perraeabler AMPA/KA-RezeptorkanSle. 

Auf den oben genannten Wirkungen und der Tatsache, daB AMPA/KA-Rezeptoren bei verschiedenen neuro- 
wgisctien Kranknerten eine wichtige Rolle spielen. basiert ein wiederum weiterer Gegenstand der vorliegenden 
Errmdung. irimlich em Arzneimitte! zur Behandlung von Erkrankungen des zentralen Nervensystems. welches 
als wirksames Agens mmdestens ein Toxin aus der Gruppe JSTX. NSTX und Argiotoxin zusammen roit Ob-lichen 
pharmazeuoschenTrager- und Hilfsstoffen enthalt «»raen 

Die folgenden Beispiele erlautern in Verbindungmit den Figuren die Erfindung wciter. 
UonSluRrSrSjffnC " iSSe ** B * perimentS ZUr B,ockierun ff der AMPA/KA-Kanal-Untereinheitskombina- 
« Verbindung mit Tabelle 1 zeigt sowohl schematise!, das experimentelle Protokoll als auch die 
expenmentenen Ergebnisse der Wirkung von JSTX auf verschiedene Rezeptor-Kanal-Untereioheiten. 

Glufti ri,!pf t ;n^ nCn W tl e u K \ d ?! AminortiaaequeiBen der Glutamat-Rezeptor-Umereinheiten 
uiuKl -CiluR6 m der vermutlichen,die Membran durchdringenden Region M2. 

Fig. 3b und e zeigen, dafi die Wildtyp-Rezeptorkombination GluRl,3 durch JSTX blockien wird. eine muiierte 
RezeptorkombinationGluR1.3(Q590R)dagegennicht mutierte 

Beispiele 

tiSe^ZLSSJ: 0,1 v' erU,,B V ° n Xen °? U B S 00Cyte " erfole,e wie TO " Methfessel et al, PflOgers Arch. 407. 
l^pfif Ji»^ h ^ ben - *»«n>cnengefaBt wurden Oocyten von Pr6 sc hen entfernt und am selben Tag mi 
zwe ng cRNA kod.erend fflr die verschiedenen Rezeptoruntereinheiten. Umereinheitskombinarionen oder 
h?« " m Jl z,e rV e Elnen Ta S spater wurden Oocyten in Kollagenase (Clostridiopeptidase A?vo fSISi«S 

Nach zwei bis dre,Tagen wurden die gehauteten Oocyten fflr Experimente verwendet. 

tS^S^H^ durcn e c fflhrt unter Verwendung des 2-Blekiroden-Spannungsklemmen-Wms 

En£I«\ ,C - r c P ,' !l ,ectroo ' c " Taram ' BR ^ Wflhrend der Messungen wurde die aSS^SSS^ 

enimeiL Nau 1 15 mM, KCI 2,5 mM, CaCI 2 \M mM, 10 mM HEPBS (pH 72, NaOHl Snflnflsun^en entliUii*« 

Beispiel 1 

Blockicrung von Kainat-vermittelten StrSmen durch AMPA/KA-Rezeptorkaniile vom Typ GluRl durch JSTX 

mS WA?SSS ^Zi^J^^^J 0 ™ S P id " Toxins ' in ««ner synthetischen Form (RBI, Natick. 
^ran^ XperUn f nte ,n J d,es ~ r ^"""nmddung verwendet wurde. Fig. lb zeigt Kainal-induziene 

^^ 300?^" TST !\ dC x r ^-E'^^^-SP^ungsklemmenkonfiiuration wilS VtoTtaS 
cnung von 300 Kainat (JCA; bnks) und 300 uM Kainat OS uM IST* t\c a icty . r*^*«\ r\ „ \i l - H 

von 3 sekunden fflhrte. Das Membranpotenria wurde bei - 100 mV wahr end des Exnerim^ t.l^ulTn2 tt 

,tn^^ Ci - »-e Inhibition ,C, von 40 nM und 5Si2g5£ 

A^eJhei^ (10 ^M-tmM, GluRl) in Abwesenheit (Kontralle) und 

nneu von 0.2 J*M jyiX Der maximale Kamat-tnduzlerte Srrom wurde reduziert in Anwesenheit d« 
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Toxins, jedoch waren die ICsfr-Werte im wesentlichen unbeeinfluflt (Kontrolle: ICso^ 29 nM; 0,2 pM JSDC: 
IC50" 20 pM). 

Fig. 1e zeigt den blockierenden Effekt von JSTX auf cine Oocyte, die den AMPA/KA-Rezeptor GluRl 
exprimiert Die Kontrollspur (links) zeigt die charaktetistische, nicht-desensibilisierende Stroroantw rt die 

5 durch Anwendung von fCainat auf einc Oocyte, an die eine Spannung von — 100 nr»V angelegt wurde, erfaalten 
wurde. Zugabe von JSTX zu dem Kainat-enthaltenden Perfusionsmedium bewirkte eine Blockierung (rechte 
Spur v n Fig. tb), die sich fiber einen Zeitraum von tnehreren Minuten entwickelte. Eine ahnfiche langsame 
Entwicktung der Blockierung wurde in Oocyien heobachtet, die vorinkubiert wurden in Toxin enthaltendem 
Medium einige Minuten vor der Zugabe von Kainat, was in Gbereinstimmung ist mit der frflheren Annahme, dafl 

iq die Blockierung anwendungsabh&ngig ist (Priestley, T, Woodruff, G,N„ Kemp, JA, Br.J-Pharmacol 97, 
1315— 1323 (1989)). In Oocyten, die bei negatlven Spannungen gehalten wurden, war die JSTX-Blockierung nur 
teilwetse reversibel (wentger als 60% Erholung nach 5 Minuten kontinuierlicher Perfusion mit KontroI!6sung> 
Eine efTcktlvere Erholung (80 bis 95% des Kontrollwertes) wurde erhalten, wenn die Oocyte an eine Spaimungs- 
quelle mil 0 mV 60 Sekunden in Anwesenheit von Kainat angeschlossen wurde, was auf eine Spannungsabban- 

1 s gigkeit der blockierenden Wirkung von JSTX schlieflen ISSt (Priestley, T„ Woodruf F, GX, Kemp, J A„ BrJ.Phar- 
macoL 97, 1315-1323 (1999)). Weitere Eigenschaften der JSTX-Blockierung sind in den Fig. 1c und Id gezeigt 
Fig. 1c zeigt die hohe Affinlt&t der Toxinblockierung. Die Konzentration, die 50% der Kainat-vermittelten 
Stromantwort (ICso) durch GluRl inhibierte, war unge&hr 40 nM JSTX. 
Fig. Id zeigt eine Dosiswirkungsbeziehung ftlr Kainat- vennittelte Strdme in der Abwesenheit (Kontrolle) und 

70 Anwesenheit von 0,2 uM JSTX Die ICso-Werte (die Konzentration von Kainat, die eine halbmarimale Antwort 
hervorruft)b1ieben praktisch unbeeinfluBt von der Anwesenheit von JSTX (Kontrolle - 29 pM; 0,2 uM JSTX - 
20 u.M; GluRl). Dies HGt annehmen, dafl die JSTX-Bindungsstelle nicht roil der Agonistenbindungsstelle Obex- 
cinstimmt 

Analoge Effekte, wie in dicscm Beispiel beschrieben, wurden unter Vcrwendung von NSTX und Argiotoxin 
75 erhalten. 

Beispiel 2 

Vcrglcich des Blockierungseffekts von JSTX auf verschiedene Rezeptor-Untereinheitskombinationen 

Die verschiedenen Rezeptorkombinattonen wurden in Xenopusoocyten wie oben beschrieben exprimierL Jm 
Fall der Rezeptorkombinotionen GluR1,2 und GluR3,2 wurde die mRNA in efnem VerhSltnis von 1 : 10 injiziert 
mit einer 1 Ofach haheren Konzentration von GluR2, um die Bildung von sowohl GluR J oder GluR3 homooiigo- 
meren Rezeptoren zu verhinderrt Das Verhllinis von Injizierter mRNA der mutierten Untereinheitskombina- 

y. tionen GluRU (Q590R) war 1 : 2, fOr GluR3,3 (Q590R) war das Verhaitnis 1 : 4, um eine lineare Strom-Span- 
nungsbezjehung zu erhalten. Im Fall der Rezeptortypen GtuR6 (R591) und GluR6 (R691Q) wurden die Oocyten 
m Concanavalm A (10 mM) vorinkubiert, um einen Anstieg der Keinat-induzierten Stromantwort zu erhalten 
(Egebjerg, J„ Bettler, B„ Hermans- Borgmeyer, I, Heinemann,S„ Nature 351, 745-748(1991)). 
Fig. 2 und Tab die 1 zeigen die Untereinheitspezifitat der JSTX-Blockierung. Rezeptoren, die zusanunenge- 

4A setzt sind aus den Unrereinheiten GluRl. GluR3, GluR4 und die Untereinheitskombinaiion GluRl 3 wurden 
durch das Toxin mit einer Affinit&t im nanomolaren Konzentrationsbereich btockien. Dagegen wurden die 
Komhinationen GluR 1,2 (mRNA- Verhfiltnis 1 : J0) t GluR3^(1 : 10) und GluR6 nicht blockiert durch Konzcntra- 
iionwi bis zu 1 mM JSTX (Tabelle 1) Fig. 2 vergleicht den Effekt von OS mM JSTX auf Kainat hervorgerufene 
Strftmc fur die Rezeptoren GluR3 und GluR 1,2. Die Dosiswirkungskurve der JSTX-Blockierung fOr GhiR3 ist im 

43 unteren Bereich von Hg. 2a gezeigt Die ICio-Werte fur JSTX wurden mit 50 nM gemewen (n - 4) Es existiene 
erne klare KorreJation zwlschen JSTX-sensitiven und nicht-sensitiven AMPALfKA-Rezeptorkombinatkmen und 
der Form fltrer StronvSpannungskurven (Tabelle t> Alle Unteremheitskombinationen mit einer nach innen 
ftenchteten rektifizierenden Strom-Spannungsbeziehung wurden durch nanomolare Konzentrationen von JSTX 
blockiert, wfthrend Rezeptorkombinationen mit einer linearen Strom-Spannungsbeziehung nicht durch solche 

in niedngen Konzentrationen des Toxins beelnfluflt wurden. Ahnliche Untereinheits-spe2ifische Effekte konnten 
erhalten werden mit Argiotoxin, NSTX und dem synthetischen JSTO-Analogon Naphthylspermm (Naspm) 

In Fig. 2 werden desweiteren gezeigt: im oberen Bereich der Fig. 2a: Kontrollspuren (300 pM Kainat) und 
Spuren, welche erhalten wurden unter Anwendung von 300 uM Kainat. 0,5 uM JSTX fQr Rezeptor GIuR3. Die 
Strdme wurden zu 90% blockiert durch Anwendung von 0,5 uM Toxin. Der untere Bereich zeigt, wie bereits 

5s oben angesprochen, die gemittelten Dosiswirkungskurven fOr Rezeptor GIuR3. Jeder Datenpunkt reprasentiert 
im Mittel 4 Experimente; die Stromwerte wurden auf ihre Kontrollantwort normalisiert (0 nM JSTX) Fig. 2b 
zeigt im oberen Teil Kainat-induzierte Strfime vor und nach Anwendung von 0,5 uM JSTX auf einen Oocyten, 
der die Rezeptoruntereinheitskombinatian GluRU exprimiert Um die Bfldung von GluRl Homooligomer zu 
imierdrtcken, wurde die Untereinheitskombination GluRU gemftO einem mRNA-Verhfiltnis G1uRl<51uR2 von 

60 l« ^ c ^ Dr,Tnicrt - Der untCTC Bereich von Rg. 2b zeigt die gemittelten Stromantwonen, welche erhalten wurden 
fQr die Untereinheitskombination GluRl,2 (n»6) nach JSTX-Anwendung: Der kleine RQckgang der Stromant- 
worten kann leicht erklSrt werden durch einen allgemelnen "run down" der Stromantwort und wurde auch In 
Abwesenheit des Toxins beobachtet 

55 
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TabeUe 1 



Rezejatar- 


Blocfcicrnngs- 




Sahl 




Jcaitiinatiaii 


wirkung von 


Rirve 


der 






0,5 *iM JSTX 




Zellen 




Wildtyp: 










GluRl 


88 ± 9 % 


rekt±fi2icEend 


13 


hodb 


GlflR3 


96 ± 3 % 


rektifizierend 


7 




GluRl, 3 


87 ± 22 % 


rekLifiziarend 


9 


hoch 


GliiRl,2 


keine Blodderung 


linear 


5 


niedtig 


GluR2,3 


keina Blccldjerung 


linear 


5 


niedrig 




82 t 12 % 


rektifizierend 


5 


hoch 


GluR6 (R591) 


keine Blodderung 




S 


hoch 


rtitarttcns 










GlijR2 (R586Q) 


72 ± 14 % 


rektifcLzierend 


5 


hot* 


GluHl r 2 (R58GQ) 


63 ± 15 % 


rektifizierend 


5 


hrrfi 


GluRl,3 (Q590R) 


keine Blcrkierung 


linear 


7 


niedrig 
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Beispiel 3 as 
Eine Aminos&ure 1st bestimmend FGr die umereinheitspezifische JSTX-Blockierung 

Fig. 3 zeigt den Vergleich der Amioosauresequenzen von Glutamat-Rezeptoruntereinheiten GtuRt — GhiRfi 
in der angenommenen, die Memhran durchdringenden Region M2 ( Hotlmanu, O'Shca-Greenfield, 40 
Rogers, S.W, Heinemann, Nature 342, 643 (1 989); Boulter, J., Hollmann, M., O'Shea-Greenfield, A, Hartley, M, 
Deneris, E, Maron. C, Heinemann, S, Science 249, 1033 (1 990); Keinanen, 1C, Wisden, W., Sommer, EL, Werner, P„ 
Herb, A^ Verdoorn, T^u, Satanann, B, Secburg, P.H„ Science 249, 556 (1 990); N akanishi, N-, Schneider. NA, Axel, 
Neuron 5, 569*581 (1990); Bettler, B., Egebjerg, U Sharma, G, Hermans-Borgmeyer, I, Moll, G. Stevens, CF, 
Heinemann, Neuron 8, 257 - 265 (1 992); Egebjerg, J. Bettler, B. Hermans- Borgmeyer, l„ Heinemann, S., Nature 4s 
351, 745— 748 (I991)V Die Amino$3uresequenz in dicser Region ist hochkonserviert in den Rezeptoruntereinhei- 
ten GluRl — GluR4, die zu einer Glutamat-Rezeptorunterfamilie gch&ren. Die Sequenz von GluR6 ist weniger 
konserviert, da GIuR6 zu einer anderen RezeptorumerfamUie geh6rt (Egebjerg, J, Settler, B„ Hermans- Borg- 
meyer, 1, Heinemann, S, Nature 351, 745— 748 (1991); Bettler, B„ Egebjerg, U Sharma, Hermans-Borgmeyer, 
K Moll, C, Stevens, CF, Heinemann, S., Neuron 8, 257— 265 (1 992); Egebierg, J, Bet tier, B, Hermans-Borgmeyer, j 0 
!, Heinemann, S„ Nature 351, 745—748 (1991)). Durch Anwendung von gerichteter Mutagenese konnte gezeigt 
werden, dafl der Austausch einer einzigcn Aminosaure in der Membran-durchdringenden Region M2 veram- 
wortlich ist fiir die Form der Stromspannungskurve, und in einigen, jedoch nicht alien Glutamat-Rezeptoren, 
diese die Kalziumpcrmeabilitat der Glutamat-Rezeptorkanflle reguliert (Hume, R,L, Dingledine, R., Heinemann, 
S.F, Science 253, 1028-1031 ^1991); Verdoorn, TA, Burnashev, N, Monyer, H, Seeburg, P,H„ Sakmann, B* 55 
Science 252, 1715—1718 (1991); Egebjerg. J. and Heinemann, S, PNAS, in press; Dingledine, R^ Hume, RJ, 
Heinemann, &. J. Neurosci 12, 4080-4087 (1992))l GluRZ die Unteremheil, welche in Coexpression mit GluRl 
oder GluR3 einen Rezeptor mit einer linearen Stromspannungsbeziehung erzeugt, entfidlt die positiv geladene 
Aminosaure Arginin (Arg, R) an Position 586. Wird diese Aminosaure durch die neutrale AmioosSure Glutamin 
(Gin, Q) eraetzt, resultiert dies in einer Rezeptorkombination GtuRl^ (R586Q) mit einer rektiFizierenden w 
anstclle einer linearen Srromspannungskurve. Entsprechend ftihrt der Wechsel der Aminosaure Arginin in 
Glutamin an der analogen Position in der Rezeptoruntereinheit G)uR3 zu einer Rezeptormutante mit einer 
linearen anstelle von einer rektifizierenden Strom-Spannungsbeziehung. Es wurde untersucht, ob diese Amino- 
sSureposition auch verantwortJich ist fQr die JSTX-Blockierung. 

Fig. 3b und 3c zeigen, daO die Wildtyp-Rezept rkombination GluRl 3 durch das Toxin blockiert wurde, & 
die Rezeptormutantenkombination GluRl 3 (Q590R) nicht becinfluOt war. Dicsc Beobachtung befindet 
sich in Obcreinstimmung mil der Hypothese, daO JSTX mit einer Stelle auf den AMPAyKA-Rezeptorkanaien in 
Wechserwirkuog tritt, die direkt mic dem Kanal verbunden ist und die lonenpcnneationseigenschaften bestimmt 
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Im Detail ist in Fig. 3 fotgendes gezeigt: Fig. 3: Schematische Zeichnung der Primarstrukturen von GluRs> Die 
Aminos&uresequenz der vermuUIchen Transmembranregionen M2 werden gezeigt fQr GluRI — GfuR6. Identi- 
sche Aminosfturen sind eingerahmt, die Aminosfiureposltionen, welche kritisch sind ftir die JSTX-Blockierung. 
sind mit einem Pfeil markiert Die Aminosaurepositionen geben die Zahi der erscen tmd letzten gezeigten 
s AminosHuren an. 

Fig- 3b zeigt im oberen Bereich Srromspuren, welche induziert wurden durch 300 |iM KA (links) und nach 
Anwendung von 300 |iM KA, 0,5 pM JSTX (rechts) for die Rezeptorkombination GluR13- F0r diese Oocyte 
wurde die mRNA injiziert mit einem VerhSltnis von GluRl:GluR3 von 1 : Kim unteren Teil ist die Strom-Span- 
nungsbeziehung der Untereinheitskomb'mation GluRM Wr Membranpotentiale zwischen -100 mV und +60 
to mV gezeigt 

Fig. 3c zelgt im oberen Bereich Strdme, die erhalten wurden von Oocyten, welche die Mutantenuntereinheits- 
kombination G!uRl,3 (Q590R) (exprimiert bei einem mRN A-Verhaltms ! : 2) nach Anwendung von 300 uAf KA) 
links und KA, 0,5 uM JSTX (rechts) exprimieren- Im unteren Teil ist die StromspaiMungskurve fOr die Mutanten- 
untereinheitskombination GUiRU (Q590R) in Abwesenheit des Toxins gezeigt Alle Datenpunkte in den Strom- 
is spannungskurven wurden gegenQber den Background-Stromen deT Oocyten, welche Ueiner als 100 nA waren, 
korrlglert Die verwendeten Amtnosaure-AbkUrzungen sind: A: Alanin, C: Cyatein. D: Aspartate E: Glutamat, F: 
Phenylalanine G: Glydn. I: Isoleucin, L: Leucin, M: Methionin, N: Asparagin, P: Prolin, Q: Glutamin, R: Arginin, S: 
S^rin, T:Threonin, V; Valin, W; Tryptophan 
Auch zu diesem Beispiel durchgefuhrte parallele Versuche mit NSTX und Argiotoxin zeigen artaloge Ergeb- 
a nisse. 

Patentansprilche 

1 Verwendung eines Toxins aus der Gruppe Joro Spider Toxin (JSTX). Spider Toxin NSTX und Argiotoxin 
v z\xr reversiblen Hemmung oder Verlangsamung der glutamatinduzierten synaptischen Erregungsflbertra- 
gung im zentralen Nervensystem von Saugent* 

2. Verwendung eines Toxins aus der Gruppe Joro Spider Toxin (JSTX), Spider Toxin NSTX und Argiotoxin 
zur pharmakologischen Umerscheidung verschiedener Unteranen von Glutamat-Rezeptorkanfllen vom 
AMPA/Kainat-Typ. 

3n 3- Verwendung eines Toxins aus der Gruppe Joro Spider Toxin (JSTX), Spider Toxin NSTX und Argiotoxin 
zur pharmakologischen Hemmung hoch Kalzium-permeabler AMPA/KA-Rezeptorkan&le. 
4. Arznelmittel zur Behandlung von Erkrankungen des zentralen Nervensystems, dadurch gekennzeichnet, 
daD es als wirksames Agens mindestens ein Toxin aus der Gruppe Joro Spider Toxin (JSTX)t Spider Toxin 
NSTX und Argiotoxin zusammen mit Oblichen pharmazeutischen Trftger- und HuTsstoff en enthalt 

35 

Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 



«0 



50 



5S 



P T F 19 ' 81 11: 11 



0171 539 4299 



PAGE . 07 



3.9/04/01 15:08 KILBURN & STRODE * HflLE&DORR BOST. 



NO. 125 D0B 



- t-eerseite - 



APR 19 '01 u=ii 0m 53g 42gg 



PAGE . 09 



19.-94/01 15:08 
raCHNUNGEN SETTE 1 



KILBURN 8. STRODE * HfiLE&DORR BOST 



NO. 125 



Nummen DE 42 39 816 A1 

Int. CI 6 : A61K 37/02 

Offanlagungatag: 1. Junl 1934 



a 
u. 




408 073/109 



pop ig . 01 11:n 



0171 539 4299 



PPGE,39 



i,M/Md,'iji 15:08 KILBURN & 5^' nnp - HPLE?.™-'^ B ! )z T 




PPP 19 '01 



0171 539 4299 



PPGE.1S 



K1LBUKN ii bIKUJJh ■» HHLtiiUUhlK BUi i 



ZEICHNUNQEN SEfTE 3 



Nummer: 
Int. Cl. s : 

OffenlaQunostafl*. 



DE 42 39 816 A1 
A81K 97/02 • 
1.Juni1994 



GluR 1 
GluR 2 
GklR 3 
GluR 4 
GluR 6 



568 

571 

575 

572 

576 




FG I FNSLWFSLGAFMIQ 
FG I FNSLWFSLGAFMR 
FGIFNSLWFSLGAFMQ 
• F G I F NSLWFSLGAFMQ 
|;lfJ1 TONS|FlWFl G^GApMlR 



QGCD I SP 
QGCD ISP 
QGCD I SP 
QGCD ISP 
QGJ 



toss 



590 
593 
597 
594 
598 



GluR 1,3 



GluR 1.3 (Q590R) 



KA 



KA, JSTX 




|lOOnA 

60 sec 



KA 



KA, JSTX 



U U" 



[100nA 



60 sec 



o ( s, I (fiA) 




V(mV) 



o,5 1 ' (MA) 




20 60 

V(mV) 



FIGUR 3 



■9 'SI 1 1 : l 1 



408023/109 



0171 539 4299 



PAGE. 1 J 



